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Prefácio 
 
Este estudo decorreu no âmbito de um projecto financiado pelo Quadro de Referência 
Estratégica Nacional (QREN) em co-promoção com Sistema de Incentivos à Investigação e 
Desenvolvimento Tecnológico (SII & DT), designado por RTI-CD, que tem por objectivo o 
desenvolvimento de um dispositivo e respectivo equipamento, para o diagnóstico de 
infecções respiratórias do tracto inferior. O projecto em causa visa o desenvolvimento de um 
kit de diagnóstico rápido e fiável, simples de executar, quase sem intervenção manual, 
direcionado para um conjunto de doenças que partilham sintomas muito semelhantes, 
embora com causas e terapêuticas distintas. Prescrevendo um único teste, o clínico poderá 
obter informações de um screening muito alargado a diversos agentes, podendo também ter 
alguma informação relativamente à susceptibilidade antibacteriana dos agentes. Deste 
modo, será possível efectuar as referidas análises em hospitais, clínicas, consultórios 
médicos, para além de laboratórios especializados já que, devido à simplicidade de 
operação desta tecnologia, as análises supracitadas poderão ser realizadas pelos próprios 
médicos ou enfermeiros, reduzindo assim a necessidade de pessoal especializado. 
Esta tese de mestrado insere-se na primeira fase do projecto, pretendendo-se estudar as 
condições óptimas das técnicas de PCR e RT-PCR para detecção de vírus que infectam o 
trato respiratório inferior, com primers específicos desenhados pela Biopremier, e avaliar a 
diversidade virológica em amostras clinicas. Neste contexto, procedeu-se ao 
desenvolvimento de métodos de transcrição reversa e PCR, através da: 
- Avaliação dos kits comerciais de extracção de RNA e  DNA/RNA; 
- Desenvolvimento de protocolos e avaliação e selecção de enzimas transcriptase 
reversa e das DNA polimerases; 
- Avaliação da concentração de reagentes e da temperatura de annealing dos primers. 
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Resumo 
 
As infecções respiratórias do trato inferior (ITRI), constituem um problema de saúde 
pública. Embora na maioria dos casos o agente etiológico destas infecções permaneça 
desconhecido, o diagnóstico molecular dos agentes virais tem se mostrado eficiente. O 
principal objectivo deste estudo consistiu na avaliação da técnica de PCR e RT-PCR para 
detecção de vírus respiratórios, com primers desenvolvidos na Biopremier. Neste contexto, 
avaliaram-se os paramêtros que influenciam o bom desempenho da reacção de síntese de 
cDNA e de amplificação.  
Foram avaliados, quanto à eficiência, tempo de reacção e custo, 3 kits comercias para 
extracção de ácidos nucleicos: um para extracção de ácidos nucleicos em geral, outro para 
extracção de DNA e RNA separadamente, e por ultimo um específico para RNA. Constatou-
se que é possível utilizar material genético extraído por um kit para ácidos nucleicos em 
geral (não especifico para RNA) como template nas reacções de RT-PCR para detecção de 
vírus, independentemente do RNA presente ser ou não quantificável. Foram avaliadas 
quanto a sua performance duas transcriptases reversas: Tth e BioScript™, tendo em 
atenção as concentrações de MgCl2 e as temperaturas de annealing nas reacções de RT-
PCR. Uma vez que não se obtiveram quaisquer resultados satisfatórios com a Tth, foi 
selecionada a BioScript™ para o desenvolvimento dos protocolos de detecção dos vírus 
respiratórios incluídos no estudo. 
Foram efectuadas alterações ao protocolo original de síntese de cDNA com a 
BioScript™, permitindo incluir num único passo a adição de todos os reagentes, reduzindo 
desta forma o manuseamento das amostras e como tal o risco de contaminação, tornando a 
reacção mais rápida.  
Como conclusão deste trabalho, foram desenvolvidos protocolos de detecção por PCR de 
vírus da familia Herpesviridae e de detecção de hRSV e Influenza A por RT-PCR, utilizando 
a BioScript™ como transcriptase reversa. Foi ainda efectuado um estudo preliminar da 
frequência destes vírus (hRSV e Inf.A) em 50 amostras respiratórias provenientes de 
doentes hospitalizados com ITRI, tendo Influenza A sido detectado em 8/50 das amostras 
testadas e hRSV em 2/50. Contudo, e apesar dos resultados obtidos, mais estudos terão de 
ser efectuados, nomeadamente de comparação com as técnicas de diagnóstico existentes, 
de modo a avaliar os protocolos de detecção aqui desenvolvidos. 
 
Palavras-chave: Infecção respiratória; PCR; RT-PCR, Vírus Influenza A;Vírus Respiratório 
Sincicial; Herpesviridae. 
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Abstract 
The lower respiratory tract infections (LRTI), constitute a public health problem. Although 
in most cases the etiologic agent of these infections remains unknown, the molecular 
diagnosis of viral agents has been proven effective. The main objective of this study was the 
evaluation of PCR and RT-PCR for detection of respiratory viruses, using primers developed 
in Biopremier. In this context, we evaluated the parameters influencing the performance of 
the reaction of cDNA synthesis and amplification. Were evaluated in terms of efficiency, 
reaction time and cost, three commercial kits for extraction of nucleic acids: one for the 
extraction of nucleic acids in general, one for extraction of DNA and RNA separately, and 
other specific for RNA. It was found that it is possible to use genetic material extracted by a 
kit for nucleic acids in general (not specific for RNA) as template in RT-PCR reactions for 
detection of viruses, regardless of the RNA present or not quantifiable. Were evaluated for 
their performance two reverse transcriptases: Tth and BioScript™, taking into account the 
concentrations of MgCl2 and annealing temperatures of the reactions of RT-PCR. Since 
satisfactory results were not obtained with Tth, BioScript™ was selected for the development 
of protocols for detection of respiratory viruses in the study. Changes were made to the 
original protocol for cDNA synthesis with the BioScript™, allowing to inclusion of all reagents 
in a single step, thus reducing the handling of samples and as such the risk of contamination, 
making the reaction faster. In conclusion of this work, protocols were developed for PCR 
detection of viruses of the family Herpesviridae and the detection of hRSV and Influenza A 
by RT-PCR, using as BioScript™ reverse transcriptase. Also a preliminary study of the 
frequency of these viruses (hRSV and Inf. A) in 50 respiratory samples from patients 
hospitalized with LRTI, Influenza A was detected in 8/50 samples tested and hRSV in 2/50. 
However, despite the results, more studies need to be done, particularly in comparison with 
the existing diagnostic techniques in order to evaluate the discovery protocols developed 
here. 
 
 
 
Keywords: Lower respiratory tract infection; PCR; RT-PCR; Influenza A virus; Respiratory 
Syncytial Virus, Herpesviridae. 
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Introdução 
 
 
2. Infecção respiratória aguda 
 
As infecções respiratórias agudas são as formas de infecção mais comuns durante a vida 
humana. Estão presentes em indivíduos de todas as idades com distribuição a nível 
mundial. Na maioria dos casos, estas infecções afectam apenas o trato respiratório superior. 
No entanto, estima-se que cerca de 5% possam afectar o trato respiratório inferior e 
constituir infecções potencialmente graves particularmente em crianças, idosos, indivíduos 
imunodeprimidos e/ou com doença pulmonar subjacente (1, 2, 3, 4). 
Supõe-se que as infecções respiratórias agudas sejam responsáveis por cerca de 75% 
da morbilidade aguda nos países desenvolvidos, sendo que aproximadamente 80% dessas 
infecções são virais. As infecções respiratórias virais são uma das principais causas de 
morbilidade e mortalidade em crianças a nível mundial, representando cerca de 30% da 
mortalidade infantil nos países em desenvolvimento. Sabe-se hoje da existência de 1200 
vírus presentes no trato respiratório, embora muitos deles, provavelmente, não causem 
doença (3, 5, 6, 7, 8). 
O diagnóstico das infecções respiratórias é complexo uma vez que existe uma vasta 
gama de potenciais agentes patogénicos que apresentam os mesmos sintomas clínicos. Um 
vírus específico muitas vezes não é identificado devido à inexistência de testes sensíveis, à 
presença de microrganismos ainda desconhecidos e à inexistência de pedido de diagnóstico 
(4, 5, 9, 10)
. 
O uso generalizado de métodos moleculares em laboratórios de microbiologia clínica 
tem apresentado inúmeras vantagens no diagnóstico das infecções respiratórias agudas de 
etiologia viral. Em comparação com as técnicas clássicas de diagnóstico, tais como a cultura 
do vírus em linhas celulares, ou identificação de antigénios por imunofluorescência ou outros 
métodos, a reacção em cadeia da polimerase (PCR) com as suas muitas variações, levou a 
um aumento significativo na detecção de vírus associados a infecção respiratória aguda (1, 
11)
. 
Recentemente, têm sido detectados novos vírus respiratórios, incluindo o vírus de gripes 
aviárias (H5N1, H7N7 e H7N3), Metapneumovírus humano (hMPV), Síndrome Respiratória 
Aguda Grave (SARS) e outros Coronavírus humanos (HCoV) NL63 e HKU1. A epidemia da 
SARS em 2003 e a perspectiva da próxima pandemia do vírus Influenza, impulsionaram o 
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interesse na descoberta e detecção de novos patógenos respiratórios, através dos testes de 
amplificação de ácidos nucleicos (5, 12, 13, 14, 15). 
As infecções do trato respiratório de origem viral, quer nas crianças, quer nos adultos, 
estão frequentemente associadas ao Vírus Respiratório Sincicial humano (hRSV), Vírus 
Influenza tipo A e B, Vírus Parainfluenza humano (hPIV) tipo 1 (hPIV-1), 2 (hPIV-2) e 3 
(hPIV-3), Adenovírus humano (hAdv) (subtipos A a E) e Rinovírus humano (hRV) (vários 
subtipos) ( 11, 15, 17, 18).  
Embora com menor frequência, outros vírus como  Coronavírus (229E, OC43, SARS), 
Bocavírus, Enterovírus, Parainfluenza humano tipo 4 (hPIV-4), Parvovírus tipo 4 e 5, e 
Mimivírus podem infectar o trato respiratório. A importância clínica do Bocavírus, Parvovírus 
(tipos 4 e 5), e Mimivírus é ainda desconhecida (5, 11) . 
 
 
2.1 Infecções virais do trato respiratório inferior 
As infecções agudas do trato respiratório inferior (ITRI) ocorrem de forma constante e 
difusa, e constituem um problema de saúde pública. A sua taxa de incidência a nível 
mundial é superior a infecções pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), malária, 
cancro ou ataques cardíacos. Na última década, os vírus respiratórios têm sido cada vez 
mais reconhecidos como importante causa de ITRI (19, 20). 
Os sinais clínicos das infecções respiratórias são facilmente reconhecidos, embora o 
agente etiológico permaneça na maioria dos casos desconhecido. Supõe-se que a etiologia 
da maioria das ITRI seja de origem viral, sendo que em 40 a 50% dos casos o agente viral 
pode ser identificado, mesmo recorrendo ao uso de métodos de amplificação do genoma 
(4,17, 21, 22, 23)
. 
Os recentes avanços da tecnologia em diagnóstico molecular têm melhorado a 
capacidade de rapidamente determinar a etiologia das ITRI. Vários estudos têm demostrado 
que a PCR pode resolver as limitações intrínsecas associadas às técnicas tradicionais de 
diagnóstico, pela combinação da sua sensibilidade e especificidade uma vez que pode 
detectar quantidades mínimas de DNA de potencialmente todos os vírus respiratórios, não 
dependendo da sua viabilidade, sendo os resultados obtidos num curto tempo. A detecção 
de ácidos nucleicos pela reacção transcriptase reversa seguida da reacção em cadeia da 
polimerase (RT-PCR) melhorou consideravelmente a capacidade de diagnosticar essas 
infecções, embora a técnica seja limitada pela elevada diversidade genética dos vírus e pela 
dificuldade da recolha adequada de amostras respiratórias do trato inferior (3, 18, 25, 22). 
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Uma grande variedade de métodos in house foram desenvolvidos para cada agente viral, 
conduzindo à aplicação bem sucedida de ensaios em tempo real e, para alguns 
microrganismos, à introdução de kits comerciais (24). 
 Nas ITRI, o diagnóstico rápido de patogéneos é importante para o início da terapia 
adequada, suprimindo frequentemente o uso de antibióticos (e sua resistência), e em 
ambiente hospitalar a redução de custos de internamento. A maioria das ITRI na Europa, 
são tratadas com antibióticos, apesar da evidência limitada do benefício clínico e do facto de 
que o uso excessivo de antibióticos se encontra associado a um aumento da taxa de 
resistência aos antibióticos (12, 26, 27). 
Quando avaliados sistematicamente, os vírus constituem cerca de 30% dos agentes 
etiológicos detectados em adultos e cerca de 70% nas crianças hospitalizadas com 
pneumonia adquirida na comunidade (PAC), sendo o Vírus Sincicial Respiratório humano, 
os Vírus Influenza tipos A e B, o Vírus Parainfluenza e os Adenovírus os mais prevalentes. 
Em termos epidemiológicos, diversos vírus que infectam o trato respiratório circulam 
principalmente no Outono, Inverno e início da Primavera. Há no entanto, uma tendência 
para surtos de vírus respiratórios que não ocorrem simultaneamente numa dada população. 
Outros vírus, como Herpes Vírus Simplex (HSV) 1 e 2 e o Citomegalovírus (CMV), 
geralmente não são considerados agentes respiratórios, mas podem ocasionalmente 
infectar o trato respiratório (24, 28, 29). 
 
 
2 Agentes etiológicos virais 
 
2.1 Vírus Respiratório Sincicial humano 
 
O Vírus Respiratório Sincicial humano (hRSV) foi isolado pela primeira vez em 1956 num 
chimpanzé com infecção do trato respiratório superior, e foi rapidamente determinado ser de 
origem humana. Pertence à família Paramyxoviridae, subfamília Pneumovirinae, género 
Pneumovirus, podendo ser de dois subtipos, A e B. É um vírus com invólucro, cujo material 
genético é constituido por RNA não segmentado de cadeia simples e de polaridade negativa 
(1, 5, 30)
. 
Supõe-se que a infecção pelo hRSV-A seja mais severa do que o hRSV-B, podendo 
ambos ser responsáveis por co-infecções. É reconhecido pela comunidade científica como o 
agente viral mais importante, quando associado às ITRI em crianças, sendo capaz de 
infectar uma criança durante os primeiros anos de vida (0 - 4 anos idade), apesar da 
existência de anticorpos maternos (1, 2, 7, 31, 35, 36). 
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No entanto, também está associado a infecções respiratórias nos adultos, principalmente 
em idosos e indivíduos imunodeprimidos que apresentam re-infecções (principalmente no 
trato respiratório superior), durante a vida, sendo por esta razão classificado como um dos 
vírus com maior potencial infeccioso, com distribuição a nível mundial (1, 30, 32, 33, 34). 
A transmissão viral ocorre por inoculação directa de secreções infectadas ou superfícies 
e objectos contaminados. O período de incubação do hRSV é de 2 - 8 dias. O vírus replica-
se no epitélio nasofaríngeo e propaga-se para o trato respiratório inferior 1 a 3 dias depois 
podendo provocar bronquiolite e pneumonia. Os quadros clínicos mais graves são 
caracterizados por apneia ou insuficiência respiratória grave, predominantemente obstrutiva, 
e ocorrem principalmente em recém-nascidos, prematuras e imunodeprimidos(1, 30, 36). 
A infecção por hRSV é frequente nos meses de Inverno nos países de clima temperado, 
enquanto que nos países de clima tropical as infecções ocorrem sobretudo na estação das 
chuvas. O seu diagnóstico pode ser efectuado pela detecção de antígenio viral (e outras 
técnicas serológicas) ou por PCR (1, 30, 36). 
 
 
2.2 Metapneumovírus humano 
 
O Metapneumovírus humano (hMPV) foi isolado pela primeira vez em 2001 na Holanda 
por van den Hoogen et al., a partir de amostras de aspirado nasofaríngeo de crianças com 
infecções respiratórias agudas. No entanto existe estudos serológicos que comprovam que 
este microrganismo estaria há algum tempo entre a população humana. Desde a sua 
descoberta, o hMPV foi detectado na Austrália, Estados Unidos da América, Reino Unido, 
Finlândia, Canadá, França, Japão e Irlanda, sendo considerado como um patógeno 
ubiquitário e comum em humanos. Pertence à família Paramyxoviridae, subfamília 
Pneumovirinae, género Metapneumovirus. É um vírus com invólucro, cujo material genético 
é constituído por RNA não segmentado, de cadeia simples com polaridade negativa (1, 2, 9, 21, 
30) 
 
A presença do hMPV tem sido descrita mundialmente, constituindo 1,5 - 41% dos casos 
de infecções do trato respiratório superior e inferior em crianças, adultos e indivíduos 
imunodeprimidos, sendo os sintomas e sinais clínicos similares aos causados pelo hRSV. 
Alguns estudos têm relatado a associação do hMPV com a potencialização de crises de 
asma em crianças e adultos. Pelo facto das características epidemiológicas e distribuição 
sazonal de hMPV descritas se assemelharem às do hRSV, existe o potencial de co-infecção 
(vários estudos apresentam uma taxa de co-infecção <10%), sendo que durante a 
Primavera ocorrem pequenos surtos ( 1, 38, 39, 40). 
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 O hMPV é dos agentes etiológicos virais com maior prevalência detectado em crianças 
hospitalizadas com doenças respiratórias agudas. Evidências serológicas mostram que em 
menores de 5 anos, a prevalência varia de 3 a 25% sendo que mais de 90% das crianças 
tiveram contacto com o hMPV. As patologias do hMPV associadas a infecções do trato 
respiratório inferior podem, em alguns casos, envolver uma co-infecção com Streptococccus 
pneumoniae. A técnica de RT-PCR é o método utilizado para detecção de hMPV visto que o 
seu crescimento em linha celular é limitado (2, 4, 5, 21, 38, 30,). 
2.3 Vírus Influenza 
 
Os Vírus Influenza, conhecidos como vírus da gripe, são membros da família 
Orthomyxoviridae e estão agrupados em três géneros distintos: Influenza A (1933), Influenza 
B (1940) e Influenza C (1949). São vírus sem invólucro cujo material genético é composto 
por RNA segmentado de polaridade negativa. O genoma do vírus Influenza A está sujeito a 
grandes variações genéticas, existindo estirpes que infectam animais (suínos, equídeos, 
aves) e o Homem, tendo por isso maior importância epidemiológica. Os Vírus Influenza B e 
C são restritos ao Homem. Estes vírus causam anualmente epidemias em climas 
temperados, que são caracterizadas por um aumento súbito de doenças respiratórias febris. 
Quanto ao período epidemiológico, é geralmente de duração de 3 a 8 semanas. A gripe é 
uma doença infecciosa aguda do trato respiratório, rapidamente transmissível por contacto 
directo (de indivíduo a indivíduo), com um período de incubação de 1 - 4 dias. É 
caracterizada por febre, congestão nasal, com sintomas sistémicos que incluem: cefaleia, 
mialgia e mal-estar, que resulta na hospitalização de um número significativo de pacientes 
de todas as idades (1, 5, 41). 
O Vírus Influenza é amplamente reconhecido como uma das principais causas de 
morbilidade e mortalidade em humanos, sendo superior nas crianças e idosos. O 
diagnóstico laboratorial é efectuado através da detecção por PCR, pelo isolamento do vírus, 
pela pesquisa de anticorpos ou  por diagnóstico serológico (41,42). 
O hRSV está mais associado a mortalidade infantil (1-12 meses) do que o Vírus 
Influenza. Elevadas taxas de mortalidade devido a infecção pelo Vírus Influenza e hRSV 
também têm sido relatadas para a população idosa(43). 
 
 
2.4 Vírus Parainfluenza humano 
 
Actualmente reconhecem-se cinco serótipos do Vírus Parainfluenza (hPIV) que infectam 
humanos. Estão divididos em dois géneros: Respirovirus (hPIV-1 e hPIV-3) e Paramyxovirus 
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(hPIV-2, hPIV-4A e hPIV-4B), ambos da família Paramyxoviridae. É um vírus com invólucro, 
cujo material genético é composto por RNA não segmentado de polaridade negativa. Estes 
vírus têm menor variabilidade genética que os outros vírus respiratórios (1, 44). 
O hPIV transmite-se directamente de indivíduo a indivíduo e, também, por contacto com 
as mãos ou superfícies infectadas. A sua patogenicidade é semelhante à do Vírus Influenza. 
O hPIV-1 é a principal causa de bronquite aguda em lactentes e adolescentes, mas também 
infecta trato respiratório superior. Os tipos hPIV-2 e hPIV-3 estão presentes nas ITRI em 
crianças com menos de um ano de vida e apresentam elevada taxa de morbilidade em 
pacientes imunodeprimidos. A infecção pelo hPIV-4 (síndroma gripal) é a mais moderada. O 
hPIV está associado a 15 - 30% das doenças respiratórias não bacterianas em crianças 
hospitalizadas. É um vírus com distribuição mundial, sendo que as infecções ocorrem 
durante todo o ano, com maior frequência no Outono e Inverno. A infecção causada por 
estes vírus é, pois, considerada endémica; no entanto, observam-se por vezes pequenas 
epidemias, sobretudo do tipo 1 e 2. O diagnóstico faz-se por isolamento e identificação do 
vírus ou serologicamente pela pesquisa de anticorpos (5, 33,44, 41). 
 
 
2.5 Rinovírus humano 
 
O Rinovírus humano (hRV) foi identificado através da vigilância comunitária de doenças 
respiratórias. Pertence à familia Picornaviridae, género Enterovirus. É um vírus sem 
invólucro, cujo material genético é constítuido por uma molécula de RNA de cadeia simples. 
Estudos recentes sugerem que a PCR aumenta a taxa de sucesso de diagnóstico do hRV 
no trato respiratório inferior e estabelece uma forte associação entre os Rinovírus e 
exacerbações de asma (5, 45,46). 
 Os hRVs foram considerados apenas como causa das constipações comuns, tendo sido 
ignorado pela comunidade médica até há pouco tempo, altura em que o espectro clínico da 
doença foi expandido. Existem mais de 150 serótipos de hRVs que causam cerca de dois 
terços dos casos de constipações comuns e são, provavelmente, responsáveis por mais 
infecções em humanos do que qualquer outro agente patogénico. Os hRVs disseminam-se 
na Natureza por via aérea (aerossóis) e as secreções de indivíduos assintomáticos e 
doentes, são a fonte de transmissão. Dois a quatro dias após a exposição, a replicação viral 
conduz a um processo inflamatório do trato respiratório superior acompanhada de rinorreia, 
dores de garganta, cefaleias e obstrução nasal, podendo existir febre moderada, sinusite, 
exacerbação das crises asmáticas, ou, nas crianças envolvimento bronquiolar. Infecções 
bacterianas secundárias podem surgir, tornando a rinorreia purulenta (5, 41, 45, 47, 48). 
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Habitualmente o diagnóstico laboratorial não é solicitado, dada em regra a ausência de 
gravidade da infecção provocada por estes vírus na população em geral. Devido ao elevado 
número de serótipos, não é pratica a utilização de serologia com fins de diagnóstico. No 
entanto, os pacientes infectados produzem anticorpos neutralizantes detectáveis no soro 
cerca de 2 semanas após a infecção. Os hRVs são agentes ubiquitários que circulam 
especialmente no Outono e Inverno em climas temperados, e na época das chuvas nos de 
clima tropical. Surtos epidémicos apresentam habitualmente baixa taxa de mortalidade, com 
elevada taxa de morbilidade. Cada indivíduo é infectado anualmente por 2 a 4 Rinovírus 
diferentes, podendo todavia ocorrer uma re-infecção por um mesmo serótipo (5, 41, 45, 46, 47, 48). 
2.6 Adenovírus humano 
 
O Adenovírus (Adv) humano está associado a vários quadros clínicos e destaca-se entre 
as infecções respiratórias agudas como causa de pneumonia e outras ITRI. Foi isolado pela 
primeira vez em 1953, de amígdalas e de adenóides em crianças. Pertence à família 
Adenoviridae, género Mastadenovirus. É um vírus sem invólucro, cujo material genético é 
constituído por uma molécula de DNA linear de cadeia dupla. Os 52 serótipos de Adenovírus 
humano, reconhecidos até à data, são classificados em seis subgéneros designados de A a 
G (1, 5, 41, 48). 
A maioria das infecções por Adenovírus ocorrem no início da vida (5% das infecções 
respiratórias agudas em crianças menores de 5 anos são devidas a adenovírus), e até aos 
10 anos de idade a maioria das crianças já teve um primeiro contacto com o vírus (pelo 
menos com um serótipo). A doença respiratória aguda, incluindo pneumonia, é resultado da 
infecção do tracto respiratório pelos adenovírus serótipos 1 a 5, 7, 14, 19 e 37 podendo ser 
responsáveis por sintomas como: febre, rinite, faringite, tosse, laringite ou bronquiolite. Em 
regra geral o diagnóstico é efectuado através de um estudo serólogico, tendo em 
consideração a data da recolha da amostra (fase precoce da evolução da doença) (5, 41, 48). 
 
 
2.7  Coronavírus humano 
 
O Coronavírus humano (hCoV) pertence à família Coronaviridae, género Coronavirus. É 
um vírus com invólucro, sendo o seu material genético constituído por uma molécula de 
RNA de cadeia simples, de polaridade positiva. Existem cinco tipos de hCoV: HCoV 229E 
(grupo I coronavírus) e hCoV-OC43 (grupo II coronavírus), que foram identificados em 1960, 
e três que foram recentemente identificados: SARS-hCoV, hCoV-NL63 (grupo I 
coronavírus), hCoV-HKU1 (5, 21, 24, 49). 
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O primeiro (SARS-HcoV) foi caracterizado por provocar uma síndrome respiratória aguda 
grave (SARS). Suspeita-se que o vírus tenha sido introduzido na população humana no final 
de 2002, tendo-se espalhado em 29 países, na América do Sul e do Norte, Europa e Ásia. A 
nível mundial, mais de oito mil indivíduos foram infectados, com uma taxa mortalidade de 
aproximadamente 10%. O SARS-HCoV é responsável pela primeira pandemia do século 
XXI, infectando individuos de todas as idades e pode ser detectado nas infecções do trato 
respiratório superior e inferior (1, 21, 24, 49, 50) . 
Ao contrário do SARS-hCoV, o hCoV-NL63 (2004) supõe-se que está entre a população 
humana há muitos anos e tende a causar uma infecção ligeira e auto-limitante. Foi 
inicialmente isolado numa criança de sete meses de idade por van der Hoek et al (21). hCoV-
NL63 tem distribuição mundial e foi identificado em 1-10% de infecções respiratórias em 
crianças, é frequentemente associado a infecções no trato respiratório superior, embora 
tenha sido detectado em pacientes com ITRI (24). 
Em 2005, Woo et al., identificaram um novo coronavírus hCoV-HKU1 (coronavírus grupo 
II), isolado das secreções respiratórias de um indivíduo de 71 anos de idade com doença 
crónica no trato respiratório, embora a maioria dos indivíduos infectados pelo hCoV-HKU1 
sejam crianças. Foi identificado numa pequena percentagem de indivíduos com infecções 
respiratórias agudas. Cerca de 20% das constipações são causadas por Coronavírus, com 
sintomas idênticos ao Vírus Influenza, Vírus Parainfluenza, Adenovírus, Vírus Respiratório  
Sincicial humano, vários Enterovírus e Rinovírus. A serologia constitui o principal método de 
diagnóstico da infecção por Coronavírus (21, 29, 41) . 
 
 
2.8  Bocavírus humano 
O Bocavírus humano (hBoV) foi identificado por Allander et al., na Suécia em 2005. 
Pertence à família Parvoviridae, subfamília Parvovirinae, género Bocavirus, e supõe-se que 
há dois genótipos de HboV: ST-1 e ST-2. É um vírus sem invólucro, cujo material genético é 
constituído por uma molécula linear de DNA. Desde a sua descoberta, HboV está associado 
às infecções respiratórias agudas em crianças, podendo originar desde uma infecção leve 
do trato superior a doenças mais graves como bronquiolite e pneumonia. Segundo vários 
estudos em mais de 12 países de cinco continentes incluindo a Europa e América do Norte, 
a taxa de prevalência do hBoV é de 2 - 11%, indicando assim que o vírus tem uma 
distribuição mundial. Nos estudos, a infecção por hBoV ocorreu preferencialmente entre 
Outubro e Abril, verificando-se contudo alguns casos nos meses de Verão. O hboV tem sido 
detectado através de metódos moleculares, sendo que o seu isolamento em cultura celular 
ainda não foi possível (1, 5, 18). 
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Segundo Elnifro et al. (2000), testes empíricos e uma abordagem de tentativa e erro são 
utilizados para o teste de vários pares de primers, pois não há meios de prever as 
características do desempenho de um par de primers selecionados mesmo entre aqueles 
que satisfaçam os parâmetros gerais do desenho de primers (50). 
O estudo em questão insere-se num projecto em curso que tem como objectivo principal 
o desenvolvimento de um kit de diagnóstico molecular para detecção de agentes etiológicos 
de infecções respiratórias, quer sejam de origem bacteriana, fúngica ou viral, e do 
equipamento onde o teste se irá efectuar. Com a realização deste trabalho pretende-se 
optimizar a reacção de RT-PCR e ou PCR para detecção de vírus respiratórios que infectam 
o trato respiratório inferior, e avaliar a sua diversidade em amostras clínicas. Esta é a 
primeira tentativa de optimizar a reacção de transcrição reversa e PCR com os primers 
desenhados pela Biopremier. 
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Material e Métodos 
 
 
1. Material biológico 
 
Nas diversas experiências realizadas neste estudo foram utilizadas amostras de 
referência (agentes virais previamente identificados) e amostras de referência certificadas 
(amostras provenientes de ensaios interlaboratoriais). Adicionalmente foram utilizadas 50 
amostras clínicas de pacientes com infecções respiratórias provenientes do Hospital de 
Santa Maria (Centro Hospitalar Lisboa Norte), ao abrigo do projecto RTI-CD aprovado pela 
Comissão de Ética e Conselho de Administração da referida entidade. 
 O facto de o número de amostras de referência disponíveis terem sido poucas, e por 
vezes apenas obtidas em fases mais adiantadas da tese de Mestrado, condicionou em 
algumas situações o número de ensaios realizados. 
 
 
2. Extracção de ácidos nucleicos 
 
Tendo em conta que para a identificação de agentes bacterianos e fúngico, se utiliza 
essencialmente DNA e para a maioria dos agentes virais se utiliza o RNA, um método de 
extracção de ácidos nucleicos que permitisse a extracção em paralelo de DNA e RNA seria 
o ideal. Neste sentido, foram testados vários kits comerciais em que se utilizam colunas de 
afinidade, de modo a extrairem-se os ácidos nucleicos livres de inibidores que possam 
interferir nas reacções de amplificação a efectuar a posteriori.  
 
Para selecção de kits a utilizar, foram tidos em consideração os seguintes factores: 
• quantidade de ácidos nucleicos extraídos; 
• morosidade e complexidade da técnica; 
• relação eficiência/custo; 
• qualidade das moléculas de DNA/RNA. 
 
Assim, foram avaliados os seguintes kits: 
• AllPrep DNA/RNA Mini Kit - Qiagen  
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• High Pure PCR Template Preparation Kit - Roche  
• Easyspin Total RNA Mini preps Kit – Citomed  
 
Nesta avaliação foram testadas 5 amostras correspondentes a expectorações 
provenientes de doentes hospitalizados, com infecção respiratória e positivas para hRSV. 
Uma vez que a quantidade de produto biológico é um factor limitante, e de modo a que 
todas as extracções fossem efectuadas partindo da mesma quantidade de produto inicial, o 
isolamento dos ácidos nucleicos foi efectuado a partir de 160µL de material, 
independentemente do kit utilizado para a tarefa em questão, seguindo-se depois as 
instruções do fabricante de cada kit. De modo a garantir a estabilidade e a qualidade dos 
RNAs extraídos, a cada uma destas amostras foi adicionado 20U de um inibidor de 
Ribonucleases: RiboSafe (Bioline), permitindo que as alíquotas pudessem ser mantidos a -
20ºC durante o estudo. Os restantes produtos biológicos a testar foram conservados a -80ºC 
até à extracção do seu material genético. 
Convém salientar que, após selecção do kit de extracção mais adequado, este foi o 
utilizado sempre que se tornou necessário proceder ao isolamento de ácidos nucleicos no 
decurso deste estudo. 
 
 
3. Quantificação dos ácidos nucleicos 
 
Independentemente do kit de extracção utilizado, o DNA e o RNA foram quantificados por 
fluorimetria, utilizando os kits Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit (1ng/mL a 500ng/mL; 
Invitrogen) e Quant-iT™ RNA Assay Kit (25ng/mL a 500ng/mL; Invitrogen), respectivamente, 
sendo a leitura efectuada no Qubit Platform (Invitrogen). O material a quantificar foi diluído 
duzentas vezes (1µL material genético extraído + 199µL solução standard) processando-se 
a quantificação de acordo com as instruções do fabricante. 
 
 
4. Avaliação das condições de reacção para RT-PCR e PCR  
 
O presente estudo insere-se com o objectivo de desenvolver as reacções de PCR e RT-
PCR para a detecção de vírus para que, em fases subsequentes do projecto RTI-CD, estas 
ocorram em CD com canais microfluídicos, e em que os produtos amplificados serão 
sujeitos a posterior hibridação com sondas. Deste modo, os critérios para a optimização das 
reacções de PCR e RT-PCR foram a simplificação do protocolo, a selecção de enzimas, o 
custo de reacção, bem como o fornecedor das matérias-primas. A especificidade e a 
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sensibilidade analítica e clínica, indicadores fundamentais na validação de métodos, não são 
ainda nesta fase, pelas razões acima mencionadas, os objectivos deste estudo.  
 
4.1 Amostras e Primers 
 
A primeira fase do projecto RTI-CD previa a avaliação da diversidade clínica em amostras 
cedidas por Hospitais, provenientes de pacientes com infecções respiratórias inferiores. 
Deste modo, os primeiros primers desenhados para vírus foram moléculas cujo objectivo 
seria a sua abrangência de largo espectro, para que pudessem amplificar agentes 
pertencentes a vários grupos. Este estudo, que foi realizado com sucesso pela Biopremier 
para Bactérias, Fungos e Parasitas, revelou-se mais díficil neste caso, dada a dificuldade de 
encontrar regiões adequadas e conservadas em diferentes vírus, devido à sua grande 
variabilidade genética. Para além destes primers, desenharam-se também primers 
direccionados para determinados agentes virais (Tabela 6), descritos na literatura como 
principais responsáveis por infecções respiratórias inferiores não bacterianas.  
Neste estudo, tal como outros estudo de desenvolvimento de métodos, as primeiras 
amostras utilizadas foram amostras de referência e amostras de referência certificadas, tal 
como descrito Tabela 1. 
 
Tabela 1 – Características das amostras utilizadas na fase de avaliação das condições de reacção de 
RT-PCR e PCR. 
Entidades Amostras  Total  
UK NEQAS for Microbiology 
 EIL- Identificação Vírus 
 
9525 – hRSV; 9256 – hPIV; 9527 – Inf. A  
 
3 
UK NEQAS for Microbiology  
EIL – Identificação Vírus 
9795 – HSV1 ; 9798 – HSV2  2 
UK NEQAS for Microbiology 
 EIL - Herpeviridae 
8164 – HSV2; 8165 – HSV1; 8166 – CMV  3 
INSTAND e. V. 
 EIL – Adenovírus (372) 
001 – Adv.11; 002 – Adv. 37; 003 – negativo 
004 – Adv. 2  
3 
 
Centro Hospitalar de Lisboa 
Norte 
MV1 - HSV1; MV2 - CMV; MV3 - hRSV; MV4 - 
hRSV; MV5 - Inf.A; MV6 – hRSV; MV7 - hRSV; 
MV8 - hMPV; MV9 – hMPV; MV10 – hRSV; 
MV11 - hRSV ; MV12 – hPIV. 
 
12 
Outras  Cl 87, Cl 88, Cl 89, Cl 90, Cl 91 = hRSV 5 
(EIL) – Ensaios Interlaboratoriais. (UK NEQAS) - United Kingdom National External Quality 
Assessment Service for Microbiology. (INSTAND e. V.) - INSTAND Society for Promotion of 
Quality Assurance in Medical Laboratories e. V. 
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As características dos primers direcionados para grupos virais, utilizados na avaliação da 
reacção transcrição reversa e PCR, estão descritos na Tabela 2. 
 
Tabela 2 – Caracteristícas gerais dos primers utilizados na reacção de RT-PCR e PCR para detecção 
de vírus. 
Especidade Primers *  Região (gene) Dimensão do produto (pb) 
Família Orthomyxoviridae  Ortho_Pa F/R Proteína da polimerase ácida 600 
Família Paramyxoviridae  MonoFus F1/R1 Proteína de fusão 300 
Subfamília Paramyxovirinae Meas+Parainf.F1/R1 Proteína de fusão 235/800 
Família Adenoviridae Adeno F1/R1 Penton 175 
Família Herpesviridae 
HHV2-3 F1/R1 DNA polimerase 500 
Herpes V F1/R1 DNA polimerase 500/550 
(*) A informação relativa à sequência dos primers é confidencial. 
Família Paramyxoviridae - inclui a subfamília Paramyxovirinae, os agentes hRSV e hMPV.  
Família Orthomyxoviridae  - inclui os Vírus Influenza. 
Subfamília Paramyxovirinae – inclui os Measles e o Parainfluenza. 
Família Adenoviridae – inclui Adenovírus. 
Família Herpesviridae – inclui Herpes Vírus Simplex 1 e 2, Citomegalovírus, Varicela – Zoster. 
 
 
As amostras utilizadas nas reacções de RT-PCR e PCR foram as seguintes: 
• Herpesviridae - 9795, 9798, 8164, 8165, 8166, MV1, MV2; 
• Adenoviridae - 001, 002, 003, 004; 
• Orthomyxoviridae - 9524; 9525; 9526; 9527 amostra e cultura; MV5; 
• Paramyxoviridae - 9525, 9525, 9526, 9527, MV4, MV3, MV7, MV8, MV9, Cl 87; 
• Paramyxovirinae - 9526, MV12, MV10, 9525, 9527. 
 
 
 
4.2 Selecção de enzimas transcriptase reversa 
 
Os primers para a reacção de amplificação são os mesmos que os utilizados para a 
síntese de cDNA, pelo que nos vírus que contenham RNA, o esforço para uma boa 
especificidade será dependente da optimização das reacções de síntese e da hibridação 
com sonda. Deste modo, uma das enzimas que interessava experimentar seria a Tth DNA 
polimerase dado que a sua utilização permite que a síntese de cDNA possa ocorrer a 
temperaturas mais elevadas, garantindo deste modo, nesta fase, a especificidade que não 
se pode garantir na fase de PCR. Outra enzima que interessava estudar seria a 
transcriptase reversa produzida pela Bioline (Bioscript™), dado que a DNA polimerase 
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utilizada no projecto é do mesmo fabricante. Os protocolos standard para utilização das 
enzimas estão descritos em anexo (anexo 1 e 2 respectivamente). 
 
4.2.1 Tth DNA polimerase 
 
A Tth DNA polimerase é conhecida como sendo uma enzima termoestável que, na 
presença de Mn2+, sintetiza DNA tendo como molde RNA e que, na presença de Mg2+ 
replica o DNA. Como tem capacidade de transcrever reversamente a elevadas 
temperaturas, minimiza os problemas quando se tem como molde RNA com estruturas 
secundárias complexas, aumentando também a especificidade na hibridação dos primers.  
Devido às propriedades apresentadas, a Tth DNA polimerase poderá ser utilizada na 
síntese de cDNA e na PCR, não necessitando de uma outra polimerase. Os ensaios  
experimentais efectuados com a Tth DNA polimerase, foram efectuados com base nas 
condições descritas na Tabela 3. 
 
Tabela 3 – Composição e programa da reacção RT-PCR, para detecção de vírus respiratórios, 
utilizando a Tth DNA Polymerase. 
 
Composição Concentração 
RNA (a) 
Tampão RT (10x) 1x 
MnCl2 (10mM) 1mM 
dNTPs (mix) (10mM) 200µM 
primer (F/R) (10uM) 1µM/1µM 
Tth DNA Pol. (5U/µL) 5U 
água DEPC  qb para 10µL 
Transcriçao reversa                            70ºC/20 min 
cDNA 5µL 
Tampão Chelate (10x) 1x 
MgCl2(50mM) 2mM 
águaDEPC (Bioline) qb para 20µL 
Programa PCR: 95ºC/5min, (95ºC/30seg, tann/30seg, 72ºC/1min) x35 ciclos, 72ºC/5min 
(a) – o volume da amostra variou de 1 a 2µL  
 
 
 
4.2.2 BiosScript™ 
 
A BioScript™ é uma MMLV transcriptase reversa que, segundo o fabricante, apresenta 
uma elevada estabilidade, baixa actividade RNase H, e uma elevada sensibilidade, 
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apresentando bons resultados mesmo quando a concentração de RNA é limitante. A 
transcrição deve, na maioria dos casos, ser efectuada a 37 - 45ºC (como com outras MMLV 
transcriptase). As reacções de síntese de cDNA foram efectuadas tendo como base as 
condições descritas na Tabela 4. 
Tabela 4 - Composição e programa da reacção de síntese de cDNA, utilizando a BioScript™. 
 
Composição Concentração 
RNA a 
primers (F/R)10µM 1µM/1µM/ 
àgua DEPC qb para 12µL 
70ºC/5min 
Tampão RT (5x) 1x 
dNTPs mix (10mM) 200µM 
BioScript™(200U/µL) 120U 
àgua DEPC qb para 8µL 
45ºC/60min, 70ºC/10min 
    (a) – o volume da amostra variou de 1 a 4µL 
 
 
4.3 Variáveis estudadas 
 
4.3.1 Reacção de transcrição reversa  
 
Os parâmetros avaliados nos ensaios experimentais efectuados na reacção da 
transcrição reversa foram os seguintes: 
• Temperaturas  – de modo a aumentar a especificidade 
• Tempo de reacção – duração da detecção 
• Concentração de enzima – custo da reacção 
• Concentração de reagentes – eficiência da reacção 
• Protocolo – simplicidade de execução 
 
 
 
4.4 Reacção cadeia polimerase (PCR)  
 
As reacções de amplificação por PCR foram efectuadas tendo como base as condições 
quimícas e térmicas descritas na Tabela 5. 
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Tabela 5 -  Condições quimícas e témica da reacção de PCR para detecção de vírus respiratórios. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As variaveis avaliadas nas reacções de PCR foram as seguintes: 
• Primers a testar 
• Temperaturas de annealing 
• Concentração de MgCl2 
 
 
 
5. Detecção específica de vírus respiratórios 
 
No decurso do presente estudo foram desenhados e testados primers específicos para 
detecção de vírus respiratórios, descritos na Tabela 6. 
 
Tabela 6 – Características gerais dos primers utilizados na RT-PCR para detecção específica de 
vírus respiratórios. 
 
Especificidade Primers* Região (gene) Dimensão do produto (pb) 
Vírus Influenza A  
 
Inf.A F/R (CDC) Protéina matriz 125 
Inf.A F1/IR1 Polimerase da proteína ácida 190 
Vírus Respiratório Sincicial  HRSV F1/R1 Protéina de fusão 260 
Metapneumovírus Metap.F1/R1 Protéina de fusão 150 
Vírus Parainfluenza Parainf.F1/R1 Protéina de fusão 300 
(*) A informação relativa à sequência dos primers é confidencial. (CDC) - Centers for Disease Control and 
Prevention. Amostras testadas: Influenza A: MV5, 9527 amostra e cultura; hRSV: 9525, MV4, Cl 88 a Cl91; 
hMPV: MV8, MV9; hPIV: 9526, MV12. 
 
Composição Concentração 
DNA 2µL 
Tampão PCR (10x) Bioline 1x 
MgCl2 (50mM) Bioline 1,75mM 
dNTPs (Mix) (10mM)Bioline 200µM 
BSA (0.5%) Ambion 0,05% 
Primer forward (50 µM) 1µM 
Primer reverse (50 µM) 1µM 
Biotaq DNA Pol. (Bioline) 1U 
àgua DEPC qb para 25µL 
 
Programa de amplificação  
 
94ºC/2min; (94ºC/60seg, tann/30seg 72ºC/60seg)  x35 
ciclos, 72ºC/5 min 
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Neste trabalho, para avaliação de vírus específicos, foram testadas 50 amostras clínicas 
provenientes do Hospital de Santa Maria, cuja origem se encontra mencionada na Tabela 7. 
O material genético destas amostras foram extraídos com o High Pure PCR Template 
Preparation kit (Roche) e quantificado como descrito anteriormente. 
 
Tabela 7 – Características das amostras clínicas colhidas no Hospital de Santa Maria de acordo com 
a idade e espécime da amostra. 
 
Idade (anos) Lavado Broncoalveolar Secreção Brônquica 
 
Expectoração Brônquica 
< 20 15 2 - 
> 20 a 70 6 12 5 
>70 5 1 4 
Total 26 15 9 
 
 
Os produtos amplificados (5µL) foram visualizados, após eletroforese a 100 Volts durante 
40 minutos em gel de agarose 1,5% (Bioline) corado com brometo de etídio (diluído 1:20 
000) (Merck), mediante a incidência de radiação UV em câmara escura, equipada com um 
transluminador e uma câmara digital acoplados a um computador dotado de um software de 
captura de imagens em tempo real. O fragmento foi identificado com o auxílio de um 
marcador de pesos moleculares (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder ; Fermentas). 
 
 
6 Purificação dos produtos de PCR 
 
No intuito de eliminar o excesso de primers, dNTPs e pequenos fragmentos inespecíficos, 
e uma vez que se pretendia sequenciar posteriormente os produtos amplificados, foram 
purificados os produtos de PCR, quer directamente quando apenas se vizualizou a banda 
esperada, quer excisando a banda com a dimensão esperada em gel de agarose, utilizando 
o kit  NucleoSpin ® Extract II (Macherey-Nagel), seguindo as instruções do fabricante.  
Para purificação de produtos a partir de gel agarose, utilizou-se uma micropipeta P1000 e 
pontas específicas para excisão do fragmento pretendido, sendo este transferido para um 
microtubo 1,5mL. O volume de eluição a utilizar variou de acordo com a intensidade do 
produto amplificado.  
Os produtos obtidos após purificação foram depois visualizados, após electroforese em 
gel de agarose de 5µL de cada amostra, nas condições referidas anteriormente, de modo a 
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estimar-se a quantidade de DNA amplificado a utilizar como template na reacção de 
sequenciação. 
7 Sequenciação dos fragmentos de PCR obtidos para identificação do agente 
detectado. 
 
A sequenciação dos produtos amplificados e purificados foi efectuada recorrendo aos 
serviços da Macrogen Inc. As sequências foram analisadas na Biopremier, por forma a 
identificar, a nível de espécie o agente, em questão. 
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Resultados e Discussão 
 
 
1. Extracção de RNA e DNA 
 
Tal como dito anteriormente, todo o trabalho desenvolvido é parte de um projecto em 
curso na Biopremier, cujo principal objectivo consiste no desenvolvimento de um kit de 
biologia molecular de agentes de infecção respiratória, quer sejam de origem bacteriana, 
fúngica ou viral. Tendo em conta que a maioria dos vírus envolvidos na etiologia das 
infecções respiratórias são vírus que possuem como material genético RNA, e que para o 
diagnóstico dos restantes agentes se utiliza DNA, um kit que permitisse a extracção destas 
duas moléculas (separada ou conjuntamente) em que o RNA pudesse ser utilizado como 
template para a transcrição reversa, que fosse de fácil e rápida execução e que 
apresentasse uma boa relação eficiência/custo seria o ideal. Assim, foram testados três kits, 
ao nível da quantidade de ácidos nucleicos extraídos e da qualidade dos mesmos, em  cinco 
amostras de expectorações previamente identificadas. Na Tabela 8 encontram-se registados 
os valores de concentração obtidos por quantificação por fluorimetria do DNA e RNA 
extraídos pelos kits a avaliar.  
 
Tabela 8 - Concentrações de DNA e RNA extraídos com os kits em avaliação, obtidas por 
fluorimetria, utilizando o Qubit Platatform (Invitrogen) e os kits de quantificação específicos para 
dsDNA e RNA. 
 
Kits  Amostras 
  
 Cl 87  Cl 88 Cl 89 Cl 90 Cl 91 
 AllPrep DNA/RNA Mini Kit 
(Qiagen) Vol. Eluição:  
     
DNA (100µL) 83,7 µg/mL 93,8 µg/mL 32,3 µg/mL 4,73 µg/mL 23,6 µg/mL 
RNA (40µL) <20ng/mL <20ng/mL <20ng/mL <20ng/mL <20ng/mL 
RNA no DNA 12,5  µg/mL 9,86  µg/mL <20ng/mL <20ng/mL <20ng/mL 
High Pure PCR Template 
Preparation Kit (Roche) 
 Vol. Eluição:      
DNA (200µL) 79,9 µg/mL 1,12 µg/mL 5,83 µg/mL 2,74 µg/mL 100 µg/mL 
RNA no DNA 7,85 µg/mL <20ng/mL <20ng/mL <20ng/mL 13,3 µg/mL 
Easyspin Total RNA Mini preps Kit 
(Citomed)  
Vol. Eluição      
RNA (40µL) <20ng/mL <20ng/mL <20ng/mL <20ng/mL 9µg/mL 
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Analisando os resultados obtidos pela quantificação de RNA, constatou-se por diversas 
vezes e para todos os kits a existência de concentrações inferiores ao limiar mínimo de 
detecção do kit de quantificação, o que permitiu em apenas 25% dos casos a obtenção de 
resultados quantificáveis. De acordo com os valores de concentração de RNA obtidos com o 
kit High Pure PCR Template Preparation (Roche), foi possível verificar que este se encontra 
em maior quantidade na porção da extracção em que supostamente apenas estaria 
presente DNA do que na extracção específica de RNA sugerindo que, se este RNA 
“contaminante” do DNA tivesse qualidade e estabilidade suficiente, poderia ser utilizado 
preferencialmente como template na transcrição reversa. Deste modo, utilizaram-se estes 
extractos para efeitos de comparação com extractos obtidos de outros kits, utilizando-se 
para o efeito a detecção de hRSV por RT-PCR, com o concentrado e diluições (1:5 e 1:50) 
das amostras extraídas. Na Figura 1 e 2 podem ser observados os resultados desta 
detecção com as amostras extraídas com os kits avaliados. 
 
 
Figura 1 - Produtos da reacção RT-PCR apartir do extracto original para detecção de hRSV (260pb), com 
amostras de referência extraídas por kits comerciais em avaliação.(E) - RNA extraído com o Easyspin Total RNA 
Mini preps Kit (Citomed), (Q1)- DNA extraído com o AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen), (R)- Ácidos nucleicos 
extraídos pelo High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche), (Q2) - RNA extraído com o AllPrep DNA/RNA 
Mini Kit (Qiagen), (C-) – controlo negativo, (M) – Marcador peso molecular (100bp; Fermentas). 
 
 
Figura 2 - Produtos da reacção RT-PCR para detecção de hRSV (260pb), com as amostras de referência 
extraídas por kits comerciais em avaliação e diluídas de 1:5 e 1:50. (1, 2, 3, 4, 5) – amostras Cl 87 aCl 91. (E) - 
RNA extraído com o Easyspin Total RNA Mini preps Kit (Citomed), (Q1)- DNA extraído com o AllPrep DNA/RNA 
Mini Kit (Qiagen),(R)- Ácidos nucleicos extraídos pelo High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche), (Q2) - 
 
E    Q1    R    Q2 
C- Cl 87 Cl 88 Cl 89 Cl 90 Cl 91 
E   Q1    R   Q2    E     Q1  R    Q2   E   Q1    R    Q2 E    Q1   R   Q2    
M 
E 
1     2    3     4    5 
 1     2    3    4    5   1    2     3     4     5 1       2        3       4        5  
C-   C+
 
Q1 R Q2 
M 
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RNA extraído com o AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen), (C-) – controlo negativo, (C+) – Cl 91 (E), (M) – 
Marcador peso molecular (100bp; Fermentas). Cada amostra segue a ordem de menor para maior, relativamente 
a diluição. 
De acordo com os resultados de RT-PCR para os vários kits comerciais testados, 
verificou-se que as amostras extraídas com os kits Easyspin Total RNA Mini preps Kit 
(Citomed) e High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) embora não tenham sido as 
que tiveram maior rendimento de extracção, apresentaram uma melhor qualidade do 
RNA/DNA extraído, frutos da análise das reacções de RT-PCR com amostras diluídas.  
Este resultado permitiu que se pudesse utilizar um kit de extracção de ácidos nucleicos, 
normalmente apenas utilizado para DNA, também para o isolamento de RNA, reduzindo 
desta forma a manipulação das amostras, pois apenas se faz uma extração, e o custo 
associado. Assim, foi seleccionado o kit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) 
para as extracções a efectuar durante o projecto.  
 
 
 
2.  Selecção das condições de reacção para PCR e RT-PCR 
 
A primeira fase do projecto RTI-CD envolvia a avaliação da diversidade microbiana em 
amostras clínicas. Deste modo, nos primeiros testes realizados utilizaram-se primers 
desenhados para a amplificação de diversos vírus agrupados em diferentes categorias 
taxonómicas: Herpesviridae, Adenoviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae e 
Paramyxovirinae. 
Em todos os ensaios de RT-PCR, independentemente da enzima de síntese de cDNA 
utilizada, foram sempre incluídos para a síntese ambos os primers específicos para aquele 
grupo/organismos em estudo. 
Uma vez que as transcriptases reversas mais comuns têm actividade até temperaturas 
não superiores a 50ºC, e que neste caso se pretendem utilizar primers específicos na 
síntese do cDNA cujas temperaturas máximas de annealing teóricas são superiores a 50ºC, 
foram seleccionadas duas transcriptases reversas: uma cuja temperatura de transcrição 
recomendada não deverá ultrapassar os 45ºC - BioScript™ (Bioline), e outra cuja 
temperatura óptima é de 70ºC - Tth DNA polimerase (Promega). 
 
 
2.1 Selecção de enzimas – Tth DNA Polymerase 
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Tendo como base o protocolo standard da enzima acima citada, utilizou-se as condições 
químicas e térmicas descritas na Tabela 3 do capítulo anterior. Os resultados obtidos após a 
avaliação dos parâmetros indicados no Material e Métodos, são descritos a seguir. 
 
2.1.1 Avaliação temperaturas de síntese e annealing 
 
A partir das condições de reacção standard descritas pelo fabricante, começou-se por 
avaliar a temperatura de síntese do cDNA, adicionando também um passo inicial de 
desnaturação prevenindo problemas com estruturas secundárias no RNA, e outro passo em 
que se testaram várias temperaturas de annealing dos primers. Tendo em conta a ausência 
de amplificação, interessava saber se o problema se devia à síntese de cDNA ou à reacção 
de PCR, dado que os primers em causa nunca tinham sido testados. Por este motivo, 
analisou-se igualmente a variação das concentrações de MgCl2  e primers, com o objectivo 
de baixar a restringência da reacção, favorecendo a amplificação.Os resultados obtidos nos 
ensaios experimentais efectuados e as condições de reacção para cada par de primers, 
encontram-se descritos na Tabela 9. 
 
Tabela 9 - Resultados obtidos nas experiências efectuadas na RT-PCR, utilizando a Tth DNA 
polimerase para detecção dos vírus da família Orthomyxoviridae, Paramyxoviriadae e subfamília 
Paramyxovirinae. 
 
Primers RT MgCl2  Tann  Result. RT Primers MgCl2 Tann Result. 
Ortho_Pa 
F/R 
50ºC/60ºC 2mM 50ºC/60ºC 
Ausência 
amplif. 
94ºC/1min 
55ºC/3min 
70ºC/20min 
2µM 
 1,5mM 
 
55 ºC 
Ausência 
amplif. 
Meas+Parainf
F1/R1 
MonoFus 
F1/R1 
2mM 
(amplif.) = amplificação. Amostra testadas: Orthomyxoviridae: MV5 (1µL), Paramyxovirinae: MV10 (1µL), 
Paramyxoviridae: MV5 (1µL) e MV9 (1µL). 
 
 
 
2.1.2 Avaliação da concentração da enzima 
 
 Após a análise dos resultados obtidos nas experiências descritas no ponto 2.1.1, e 
considerando que na amostra 9527 obteve-se cultura positiva para Influenza A, foi efectuado 
um novo ensaio de modo a verificar se a concentração da enzima a utilizar era um factor 
limitante, averiguou-se também se o insucesso obtido nos ensaios anteriores seria 
determinado pela baixa concentração de RNA utilizado na síntese de cDNA.  
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Com o intuito de excluir a hipótese de os primers desenhados não estarem a funcionar, 
efectuou-se, em paralelo uma reacção para detecção do Vírus Influenza A utilizando os 
primers recomendados pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), cujos 
resultados e condições de reacção estão descrito na Tabela 10, Figura 3. 
Tabela 10 – Resultados obtidos na avaliação da concentração da enzima Tth DNA polimerase na 
reacção RT-PCR para detecção vírus da família Orthomyxoviridae. 
 
Primers RT  Tth (U) Tann Resultados 
Ortho_Pa F/R 
 
94ºC/1min, 
55ºC/3min, 
70ºC/20min 
5; 7,5; 10 55ºC - 67ºC (cada 3ºC) 
 
 
Ausência amplificação 
Inf.A F/R (CDC) Amplificação (Fig.3) 
Amostra testadas: Orthomyxoviridae:  9527cultura (1µL), Vírus Influenza A: 9527amostra(2µL). 
 
Tal como nos ensaios anteriores, não foi obtido qualquer tipo de amplificação com os 
primers a utilizar na detecção de vírus pertencentes à família Orthomyxoviridae, 
independentemente da amostra ou condição testada. Os resultados obtidos após 
electroforese dos produtos de RT-PCR com os primers do CDC, para detecção específica 
de vírus Influenza A, podem ser observados na Figura 3. 
 
 
Figura 3 – Detecção do vírus Influenza A (125pb) por RT-PCR utilizando a Tth, nas condições descritas na 
Tabela 10. (U)– Unidades da enzima Tth DNA polimerase. (M) – Marcador peso molecular (100bp; Fermentas). 
 
 
Tendo em atenção a Figura 3, foi visualizado um fragmento de 125bp, dimensão 
esperada para o fragmento para este vírus, na maioria das temperaturas testadas, com 
concentrações de enzima de 7,5U e 10U. No entanto foram também visualizadas bandas 
inespecíficas com intensidade semelhante, para além de não ter sido obtido qualquer sinal 
de amplificação a partir do RNA extraído da cultura de Influenza A. Analisando os resultados 
obtidos nas reacções descritas no ponto 2.1.1 e 2.1.2, importava testar se a ausência de 
amplificação se devia à falta de eficiência da Tth DNA polimerase, comparando-o com os 
resultados obtidos com outra enzima transcriptase reversa.  
Temperaturas de annealing (ºC) 
 55                  58                     61                    64                 67          61    64   67  
 5U  7.5U10U  5U 7.5U 10U  5U 7.5U10U    5U 7.5U10U  5U 7.5U 10U  5U 7.5U 10U  
9527 cultura 9527 amostra 
M 
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2.2 Selecção de enzimas – BioScript™ 
 
Em consequência dos resultados anteriormente descritos, foram efectuados ensaios de 
comparação com a BioScript™, utilizando temperaturas de síntese de cDNA um pouco 
acima do recomendado pelo fabricante, tentando aumentar a especificidade da reacção, e 
aproximando a temperatura utilizada com a temperatura de annealing teórica para os 
primers em estudo. Avaliaram-se igualmente diferentes quantidades de BioScript™ de modo 
a avaliar a sua concentração na reacção. Tendo como base o protocolo standard da enzima 
acima citada, utilizou-se as condições da reacção descritas na Tabela 4 no capítulo anterior. 
 
 
2.2.1 Avaliação da concentração da enzima  
 
De modo a avaliar diferentes concentrações da enzima BioScript™, efectuaram-se duas 
reacções para detecção do Vírus Influenza A e do hRSV com as amostras 9527 e MV3 
respectivamente. Os resultados e as condições de reacção estão descritos na Tabela 11. 
 
Tabela 11 - Resultados obtidos na reacção de PCR com o cDNA sintetizado utilizando varias 
concentrações da enzima BioScript™, para detecção de vírus da família Paramyxoviridae e Vírus 
Influenza A (primers CDC). 
Primers BioScript (U) RT MgCl2 Tann Resultados 
MonoFus F1/R1 
80, 120, 160, 200 
70ºC/5min 
45ºC e 50ºC/60min 
70ºC/10min 
2 mM 
50ºC Amplificação positiva (Fig.4) 
Inf.A F/R (CDC) 55ºC Amplificação positiva (Fig.5) 
Amostras testadas: Influenza A :9527 (2µL) amostra, hRSV: 9525 (2µL). 
 
Os resultados obtidos para avaliação das quantidades de enzima e temperatura de 
síntese do cDNA na eficiência da reacção podem ser observados nas Figuras 4 e 5. 
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Analisando a Figura 4, obteve-se um fragmento de 300bp comum aos vírus da família 
Paramyxoviridae não se verificando diferenças relevantes entre a intensidade da banda dos 
fragmentos obtidos por PCR a partir do cDNA sintetizado a 45 e a 50ºC, o que permitiu 
seleccionar os 50ºC como temperatura de síntese de cDNA para este grupo de vírus, sendo 
esta a temperatura mais próxima da temperatura de annealing teorica dos primers na PCR. 
Atendendo à concentração da enzima utilizada na síntese, pareceu haver uma melhor 
amplificação com o DNA sintetizado com 120U de BioScript™. No entanto, ensaios com 
mais amostras serão efectuados, utilizando estas condições, de modo a poder comprovar os 
resultados obtidos. 
No que respeita à detecção do Vírus Influenza A (Figura 5) nas mesmas condições que 
as testadas para a detecção dos vírus respiratórios da Família Paramyxoviridae, variando 
apenas a temperatura de annealing, observou-se um aumento de amplificação na 
temperatura de síntese a 45ºC, com concentrações de Bioscript™ de 120 e 160 unidades, e 
a ocorrência de reacções inespecíficas a 45ºC e a 50ºC,com a concentração de 200U da 
enzima (produto de 400bp). 
 
 
2.2.2 Avaliação temperatura de síntese e annealing  
 
No seguimento da experiência anterior, foi efectuado um novo ensaio em que se testou a 
reacção para detecção de hRSV (amostras testadas MV4, 9525), Vírus Influenza A (com 
primers desenvolvidos na Biopremier, uma vez que com os recomendados pelo CDC não se 
obtiveram resultados satisfatórios nas amostras testadas: 9527 amostra e 9527 cultura), 
hMPV (amostras testadas: MV8 e MV9) e hPIV (amostras testadas: 9526 e MV12) em que 
se realizou a síntese de cDNA a 45 e a 50ºC, com 160U da enzima, variando-se depois a 
temperatura de annealing no PCR. Nas Figuras 6 e 7 podem ser observados os resultados 
obtidos relativamente à detecção de hRSV e do Vírus Influenza A. 
 
 
 
 
Figura 4 - Resultados de RT-PCR para detecção de 
família Paramyxoviridae (hRSV), com síntese de cDNA a 
45 e a 50ºC, com variação da concentração da 
BioScript™. Amostra – 9525.  (C-) –controlo negativo. (M) 
– Marcador de peso molecular (100pb; Fermentas). 
 
Figura 5 - Resultados de RT-PCR para detecção de 
Vírus Influenza A (primer CDC), com síntese de cDNA a 
45  a 50ºC, c  variação da concentração da
BioScript™. Amostra – 9527, (C+) - 9527 cultura, (M) – 
Marcador de peso molecular (100pb; Fermentas). 
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Como se observa na Figura 6, alterando as temperaturas de síntese de cDNA e 
annealing no PCR obtiveram-se resultados muito semelhantes em qualquer das condições 
testadas. Desde modo, os ensaios a efectuar posteriormente para a detecção de hRSV 
utilizando esta enzima na síntese de cDNA será realizada a 50ºC. Para avaliação de uma  
nova gama de temperaturas de annealing, efectuaram-se uma nova reacção de síntese a 
50ºC, determinando-se 59ºC como a temperatura óptima de annealing dos primers para a 
detecção de hRSV, mantendo-se as restantes condições da reacção. 
A detecção do Vírus Influenza A, atendendo às condições testadas e de acordo com o 
que se pode observar na Figura 7, apresentou melhores resultados quando a síntese se 
processou a 50ºC, independentemente da temperatura de annealing (PCR) testada. Assim, 
e tal como para a detecção de hRSV, efectuou-se uma nova reacção de síntese a 50ºC, 
aumentando a temperatura de annealing no PCR. Após estes ensaios, ficou estabelecido as 
condições de RT-PCR para detecção de Vírus Influenza A e hRSV, a síntese se processa a 
50ºC e o annealing dos primers na reacção de PCR a 59ºC.  
Relativamente às detecções de hMPV e de hPIV os resultados obtidos não foram 
conclusivos. No caso da detecção de hMPV, embora se obtivesse uma única banda em 
qualquer das condições testadas, esta apresentava um tamanho superior ao fragmento 
esperado e que após sequenciação se verificou ser uma inespecificidade. Relativamente à 
detecção do Vírus Parainfluenza, não se obteve qualquer amplificação. Assim, para a 
 
Temperaturas de annealing (ºC) PCR 
 45 48 51    50 54 57         45 48 51   50  54  57 
45ºC 50ºC 45ºC 50ºC 
9527 amostra  9527 cultura 
 
45ºC 50ºC 50ºC 45ºC 
Temperaturas de annealing (ºC) PCR 
45   48   51   50   54   57   45  48  51    50   54   57 
MV4 9525 
Figura 6 - Resultados de RT-PCR para detecção de 
hRSV com cDNA sintetizado com 160U de BioScript™ a 
45 e a 50ºC e PCR com diferentes temperaturas de 
annealing, após electroforese em gel de agarose 1.5%. 
(M) – Marcador de peso molecular (100pb; Fermentas. 
Figura 7 - Resultados de RT-PCR para detecção de 
virus Influenza sintetizado com 160U de BioScript™ a 
45 e a 50ºC e PCR com diferentes temperaturas de 
annealing, após electroforese em gel de agarose 1.5%. 
(M) – Marcador de peso molecular (100pb; Fermentas. 
M 
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detecção deste vírus novas condições terão de ser testadas podendo inclusive ter de se 
desenhar outros primers. 
 
 
2.2.3 Avaliação do tempo de reacção  
 
O fabricante da BioScript™ produz também um kit de RT-PCR o BioScript™ One step 
RT-PCR kit que promove em um só passo a síntese de cDNA com a BioScript™ e 
posteriormente a amplificação com a Immolase™, sendo esta uma hot start DNA 
polimerase. Experimentou-se realizar as experiências anteriores com o kit One step acima 
mencionado, permitindo deste modo a comparação do kit com as condições selecionadas 
neste estudo. De acordo com os resultados, verificou-se que utilizando o kit one-step, 
obtiveram-se bandas inespecíficas após o PCR, independentemente do vírus a detectar, ao 
contrário do obtido com as condições selecionadas.  
Com o objectivo de aumentar a facilidade de execução e o tempo de resposta da reacção, 
alterou-se o protocolo do fabricante, incluindo num único passo a adição dos reagentes da 
reacção. Os resultados dos ensaios experimentais efectuados estão descritos na Tabela 12. 
 
Tabela 12 – Resultados obtidos na reacção de RT-PCR com as alterações do protocolo da enzima 
BioScript ™ para reacção síntese de cDNA nos dois programas testados. 
Adição de todos reagentes 
Concentração BioScript ™ 160U 
 
Reacção RT 
 
Programa 1 
 
Programa 2 
Incubação inicial 60ºC/1min 60ºC/1min 
Síntese de cDNA 50ºC/30min 50ºC/60min 
Extensão 70ºC/10min 70ºC/10min 
 
Resultados Amplificação positiva (Fig 8) Amplificação positiva (Fig.9) 
Amostra testadas: Influenza A:  9527cultura (1µL), hRSV: MV3 (2µL). 
 
 
Tempo de reacção 
Amostra  - 9525 
         41min    71 min       
M 
M 
Tempo de reacção  
Amostra – 9527 
41min     71min 
C+ 
M 
C
-
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Como se pode constatar na Figura 8 a inclusão de todos os reagentes num único passo 
foi bem sucedida, tendo-se adicionalmente verificado resultados semelhantes quer se 
efectue a síntese de cDNA em 30 ou em 60 min. O mesmo se observou na reacção de 
deteccção do Vírus Influenza A (Figura 9) utilizando as mesmas condições, sendo que o 
protocolo definido neste ensaio poderá ser utilizado para a detecção destes vírus em 
amostras clínicas de origem respiratória. 
Nas reacções de detecção de hMPV e de hPIV e utilizando o mesmo procedimento de 
um único passo e a adição dos reagentes, não foram obtidos resultados positivos, tendo por 
isso de se desenhar novos primers para o futuro desenvolvimento desses ensaios. 
 
As condições finais estabelecidas no presente estudo para as detecções de hRSV e 
Vírus Influenza A encontram-se descritas na tabela 13. 
 
Tabela 13 - Condições de reacção RT-PCR desenvolvidas para a detecção de vírus respiratórios. 
Composição Influenza A hRSV  
RNA a a  
 
 
RT 
Primer forward (10uM) 0,5µM 0,5µM 
Primer reverse  (10uM) 0,5µM 0,5µM 
5x Reaction Buffer 1x 1x 
dNTPs (Mix) (10mM) 200µM 200µM 
BioScript™(200U/µL) 160U 160U 
Àgua DEPC qb para 20µL qb para 20µL 
 
Programa de síntese 
 
60ºC/1min; 50ºC/30 min; 72ºC/10 min 
cDNA 5µL 5µL  
 
 
 
 
PCR 
Tampão PCR (10x) Bioline 1x 1x 
MgCl2 (50mM) Bioline 1,5mM 1,5mM 
dNTPs (mix) (10mM) Bioline 200 µM 200 µM 
BSA (0.5%) Ambion 0,05% 0,05% 
Primer forward (50 µM) 0,5µM 0,5 µM 
Primer reverse (50 µM) 0,5µM 1 µM 
Biotaq DNA Pol. (Bioline) 1U 1U 
Água DEPC qb para 25µL qb para 25µL 
 
Programa PCR  
 
94ºC/2min; (94ºC/30seg; 59ºC/30seg; 72ºC/60seg) x35 ciclos; 
72ºC/5min 
Figura 8 - Detecção de hRSV (260bp), após 
electroforese dos produtos de RT-PCR, nas 
condições definidas na Tabela 12. (M) – 
Marcador de peso molecular (100bp; 
Fermentas). 
Figura 9 - Detecção de Influenza A (195pb), 
após electroforese dos produtos de RT-PCR, 
nas condições definidas na tabela 12. (M) – 
Marcador de peso molecular (100bp; 
Fermentas) 
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3. Selecção das condições de reacção para PCR em vírus de DNA 
 
Foram testadas condições de PCR para dois grupos de vírus contendo DNA como 
material genético, nomeadamente, Herpesviridae e Adenoviridae. A primeira família inclui 
diversos vírus que não são frequentemente relacionados com as infecções respiratórias, 
embora existam alguns estudos que relatam a infecção de HSV em particular nos indivíduos 
imunodeprimidos(24,28,29); no entanto, pelo facto de compreenderem vários vírus patogénicos, 
e pelo facto de frequentemente se detectarem novos vírus responsáveis por várias 
patologias, foram também incluídos no estudo da diversidade microbiana na primeira fase 
do projecto RTI-CD. 
As concentrações dos reagentes da reacção e o programa térmico para detecção dos vírus 
respiratórios, foram efectuadas com base nas condições descritas na Tabela 5 no Material e 
Métodos. 
 
 
3.1 Herpesviridae 
 
Relativamente à avaliação das condições de PCR para a detecção de vírus da família 
Herpesviridae, foram testados os primers HerpesVF1/HerpesVR1, cujos resultados e 
condições estão descrito na Tabela 14. Na figura 10 estão representados os resultados de 
PCR referentes ao teste de annealing com os referidos primers. 
 
Tabela 14 – Resultados obtidos na avaliação das condições da reacção de PCR para detecção de vírus 
Herpesviridae. 
Primers Concentração primers Concentração. MgCl2 Tann Resultados 
 
 
Herpes VF1/R1 
1uM/1uM 1.5mM 
 
55 - 63ºC 
(cada 2ºC) Amplificação positiva (Fig.10) 
 
0,5uM/0,5uM 2mM 50-54-59ºC 
Amplificação positiva (Fig.11) 
Volume amostra testadas: 4µL. 
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 Como pode ser observado na Figura 10, embora se tivessem obtido bons resultados de 
amplificação com as várias temperaturas de annealing testadas, foi selecionada como 
temperatura de annealing a utilizar no programa  de amplificação de Herpesviridae, 61ºC. 
Deste modo, pretende-se realizar a detecção com uma margem de segurança de 2ºC, 
tentando prevenir a ocorrência de falsos negativos, devido a desvios do aparelho no qual se 
irá realizar o procedimento. Em ensaios futuros, poder-se-á manter esta margem ou 
aumentá-la desde que a margem de segurança de 2ºC para baixo não comprometa a 
especificidade do teste. 
 
 
Figura 10- Resultados de PCR obtidos com diferentes temperaturas de annealing (55-63ºC) dos primers  
HerpesVF1/HerpesVR1, após electroforese. Amostra: 8165 – HSV1, 8166 – CMV. (M) –marcador de peso molecular (100bp; 
Fermentas). 
 
As condições anteriormente descritas com a variação das temperaturas de annealing 
foram aplicadas a outras amostras de vírus Herpesviridae, não se tendo conseguido 
amplificação positiva para os vírus HSV2 (amostra 8164 e 9795) de acordo com a Figura 11, 
Tabela 14. 
 
 
Figura 11 - Resultados de PCR obtidos com diferentes temperaturas de annealing (50ºC; 54ºC; 59ºC) no programa de 
amplificação com os primers HerpesV F1/HerpesVR1, após electroforese. (M) –marcador de peso molecular (100bp; 
Fermentas). 
 
 
Amostra - 8165 Amostra - 8166 
      55ºC  57ºC   59ºC   61ºC   63ºC  55ºC   57ºC   59ºC  61ºC 63ºC 
M M 
Amostra -8164 
HSV 2 
Amostra -8165 
HSV 1 
Amostra - 8166 
CMV 
Amostra - 9795 
HSV 2 
      50ºC   54ºC   59ºC     50ºC   54ºC  59ºC   50ºC  54ºC  59ºC   50ºC   54ºC  59ºC 
 
M M 
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Como observado, apenas se visualizaram fragmentos de 500/550bp (tamanho do 
fragmento esperado) com DNAs de HSV-1 e CMV, não se obtendo qualquer sinal de 
amplificação com HSV2. Face a estes resultados, fizeram-se mais dois ensaios de modo a 
avaliar o aumento da concentração de MgCl2 (2,5mM) e a diminuição da temperatura de 
annealing dos primers (48ºC,52ºC, 57ºC), sem se conseguir obter resultado positivo para 
detecção de HSV2. 
Foi então, foram então desenhado e testado um novo par de primers, HHV2-3 F1/HHV2-3 
R1, abrangendo teóricamente os vírus HSV2 e o Vírus da Varicela-zoster (HHV3),com os 
quais se efectuaram 2 ensaios de modo a avaliar as condições da reacção detecção de 
HSV2 (a empresa não conseguiu a obtenção do vírus da varicela) (Tabela 15). Nas Figuras 
12 e 13 podem ser observados os resultados obtidos nos ensaios de  avaliação da detecção 
de HSV2 com os referidos primers. 
 
Tabela 15 – Resultados obtidos na reacção de PCR para detecção de vírus Herpesviridae. 
 
Primers 
 
Concentração Primers Concentração. MgCl2 
 
Tann 
 
Resultados 
HHV 2-3F1/R1 0,8M/0,8uM 
 
1,75mM 
 
52 - 60ºC Amplificação positiva (Fig. 12) 
2mM 60 - 68ºC 
(cada 2ºC) Amplificação positiva (Fig. 13) 
Volume amostra testadas: 4µL. 
 
 
Figura 12- Resultados de PCR obtidos no teste de annealing (52-60ºC), com 1,75mM de MgCl2 na reacção de amplificação 
com os primers HHV2-3F1/ HHV2-3R1, após electroforese. (HSV2) – amostra 8864 (CMV) – amosta 8166, (HSV1) – amostra 
8165. (M) –Marcador de peso molecular (100bp; Fermentas). 
 
De acordo com o observado na Figura 12, a intensidade do sinal obtido por PCR para a 
detecção de HSV2 pareceu aumentar com a temperatura, pelo que se decidiu avaliar 
temperaturas de annealing mais elevadas de 60ºC a 68ºC, com intervalo de 2ºC. 
M 
 
HSV 2 
CMV 
HSV 1 
    52ºC  54ºC   56ºC   58ºC  60ºC 52ºC 52ºC 
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Com base nos resultados obtidos, foi efectuada uma nova experiência, variando a 
temperatura de annealing e alterando a concentração de MgCl2 (Tabela 15), tendo-se 
selecionado os 66ºC como a temperatura de annealing a utilizar. 
 
Figura 13 - Resultados de PCR obtidos no teste de annealing (60-68ºC), com 2mM de MgCl2, na reacção de amplificação com 
os primers HHV2-3F1/ HHV2-3R1, após electroforese. (M) –Marcador de peso molecular (100bp; Fermentas). 
 
 
 
3.2 Adenoviridae 
 
Foram desenhados os primers Adeno F/Adeno R de modo a detectar-se um produto de 
PCR de 175bp comum aos vírus da família Adenoviridae. 
Sendo esta família muito numerosa e heterogénea quanto aos vírus que representa, e de 
modo a que fosse detectado e identificado o maior número possível de vírus, um dos 
primers (reverse) apresenta na sua sequência bases degeneradas, razão pela qual a sua 
concentração na reacção de PCR é superior à do primer forward (2 vezes superior). Os 
resultados obtidos na avaliação das condições de PCR podem ser observados na Tabela 16 
e Figuras 14 e 15. 
 
Tabela 16 – Resultados obtidos na reacção de PCR para detecção de Adenovirus em amostras de 
referência. 
 
Primers 
 
Concentração Primers Concentração MgCl2 
 
Tann 
 
Resultados 
AdenoF1/R1 1µM/0,5 µM 
 
1,75mM 55ºC - 67ºC Amplificação positiva/ 
Reacções inespecíficas(Fig.14) 
 
2mM 60ºC - 68ºC 
(cada 2ºC 
Amplificação positiva (Fig. 15) 
Volume amostra testadas: 4µL. 
Amostra 
8164 
HSV 1 
Amostra 9795 
HSV 2 
60ºC   62ºC   64ºC  66ºC    68ºC     60ºC 
M 
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Figura 14 - Visualização, em gel de agarose, dos resultados de amplificação PCR para detecção de 
Adenoviridae testando-se diferentes temperaturas de annealing no programa de PCR, e 1,75mM MgCl2. (M) –
Marcador de peso molecular (100bp; Fermentas). 
 
Como observado na figura 14, tendo como variável as temperaturas de annealing, nas 
condições de PCR descritas na Tabela 16, apenas na segunda amostra testada (Adenovírus 
37) se conseguiu amplificar a sequência de 175bp, apenas com ténues bandas inespecíficas 
de tamanho muito superior, não se verificando diferenças relevantes na intensidade da 
banda no gradiente de temperaturas. Foi também testada uma amostra de referência 
certificada identificada como negativa para a presença de Adenovírus, obtendo-se um perfil 
inespecífico que foi perdendo intensidade com o aumento de temperatura de annealing, 
apontando para eventual contaminação nas reacções da respectiva amostra. 
Uma vez que na maioria das amostras testadas se obteve um perfil múltiplo de bandas, 
foi efectuado um outro ensaio aumentando-se a temperatura de annealing de 2 em 2ºC  de 
60ºC até 68ºC, de modo a aumentar a especificidade. Em paralelo com o aumento de 
temperatura foi, neste caso, também aumentada a concentração de MgCl2 na mistura de 
reacção, contrabalanceando a restringência da reacção (Tabela 16). Os resultados 
correspondentes á visualização, após electroforese em gel de agarose, dos produtos de 
PCR, podem ser observados na figura 15. 
 
 
Figura 15 - Produtos amplificados na reacção de PCR para detecção do Adenovírus em utilizando 2mM MgCl2, 
com diferentes temperaturas de annealing. (M) – Marcador de peso molecular (100bp; Fermentas). 
      60    62    64    66    68     60    62    64    66    68   60    62   64    66   68   60   62   64    66   68 
Adenovírus 
11 
Adenovírus 
37 
Adenovírus 
37 
Negativa 
Temperatura de annealing (ºC) 
M 
   50ºC     55ºC     60ºC      50ºC      55ºC      60ºC        50ºC      55ºC      60ºC         50ºC     55ºC      60ºC 
 001- Adenovirus 11 002-Adenovirus 37 003 -Negativa 004-Adenovirus 2 
M 
C- 
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Analisando a Figura 15 verificou-se que, embora a especificidade tenha aumentado e de 
não se detectem bandas inespecíficas nas amostras de Adenovírus, estas continuam falso 
negativas mesmo com o aumento da concentração de MgCl2 na reacção.  
Tendo em conta que as amostras em que a detecção não foi possível eram as que se 
apresentavam-se mais diluídas (Tabela 17), um dos motivos pela qual o resultado foi falso 
negativo poderá estar relacionado com a sensibilidade do PCR.  
 
Tabela 17 – Concentração de DNA em amostras de ensaio interlaboratorial, a fim de se detectar 
Adenovírus. 
Amostra Especie Diluição 
001 Adenovírus 11 1:100.000 
002 Adenovírus 37 1:3.000 
003 Negativa - 
004 Adenovírus 2 1:300.000 
 
 
Na amostra negativa para adenovírus visualizou-se uma banda de tamanho semelhante 
ao esperado, quer a 60ºC quer a 62ºC. Este fragmento foi sequenciado, não tendo sido o 
resultado obtido conclusivo da existência de inespecificidade ou contaminação da reacção. 
No entanto, a reacção de PCR foi novamente realizada, verificando-se a ausência dos 
fragmentos anteriormente amplificados (amostra 003), tendo-se concluído que se tratou de 
uma contaminação na reacção de PCR. 
 
 
 
4. Detecção específica de vírus respiratórios de RNA 
 
Após selecção das condições óptimas das técnicas de RT- PCR para detecção de hRSV 
e de Vírus Influenza A (Tabela 13), foram efectuadas as detecções destes vírus em produtos 
biológicos de doentes hospitalizados com infecção respiratória. 
Convém salientar que,  no presente estudo,  foram utilizadas amostras clínicas colhidas 
no final do Inverno e início de Primavera, quando a incidência de infecções respiratórias é 
menor. Além disso, as amostras analisadas foram colhidas de pacientes com infecções 
respiratórias agudas, em que foram detectados microrganismos de origem bacteriana, não 
tendo havido uma análise prévia para agentes virais.  
Nas 50 amostras testadas foi detectado Vírus Influenza A em 16% dos pacientes, sendo 
que no grupo etário de idades superiores a 70 anos este agente não foi detectado. Em 
relação à detecção de hRSV nestas amostras, este vírus foi detectado em 4% dos pacientes 
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(Tabela 18). A detecção destes vírus foi mais frequente nas amostras correspondentes a 
lavados broncoalveolares, talvez pela razão de serem amostras sem a contaminação 
microbiana oro-faríngea naturalmente presente nas expectorações, ou mesmo nas 
secreções brônquicas. 
 
Tabela 18 – Incidência dos Vírus Influenza A e hRSV em pacientes hospitalizados com infecções 
respiratórias. 
 
Idade (anos) Amostras (%)  Vírus Influenza A (%) hRSV(%) 
0 – 10 7 (14,0%) 2 (28,6%) 1 (14,3%) 
11 – 20 10 (20,0%) 3 (30,0%) 0 (0%) 
21 - 50 7 (14,0%) 1 (14,3%) 0 (0%) 
51 – 70 16 (32,0%) 2 (12,5%) 1 (6,3%) 
>70 10 (20,0%) 0 (0%) 0 (0%) 
Total 50 (100%) 8(16%) 2 (20,6%) 
 
A baixa incidência dos vírus detectados, em particular do hRSV, pode ser devida à 
reduzida percentagem de amostras de crianças abaixo dos 4 anos, visto que é um dos 
agentes virais com maior incidência em crianças com menos de 4 anos de idade, diminuindo 
nos grupos etários superiores.  
 
 
 
5. Análise geral 
 
Os objectivos do presente trabalho inserem-se nas duas actividades lideradas pela 
Biopremier no projecto QREN RTI-CD em Co-Promoção com a empresa Biosurfit, relativo 
ao diagnóstico de infecções respiratórias inferiores. O primeiro objectivo do Projecto é o 
desenvolvimento de uma Plataforma que permita a avaliação da diversidade microbiana em 
amostras clínicas ou não, estudando um grande número de diferentes organismos, estando 
a presente tese de Mestrado focada apenas nos vírus. A elevada diversidade genética, que 
dificulta o desenho de primers abrangentes para diferentes categorias taxonómicas, e a 
dificuldade de obtenção de amostras de referência são dois aspectos complexos de 
ultrapassar, factos corroborados pela quase inexistência de artigos publicados sobre o tema, 
ao invés do que sucede com outros organismos, tais como bactérias e fungos. 
 
Deste modo o primeiro desafio da Tese seria o teste de primers degenerados com um 
número reduzido de bases (até 17 bases no máximo), aumentando a hipótese de 
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amplificações inespecíficas ou ausência de amplificação. Os primeiros testes realizados 
foram executados com recurso a este tipo de primers, tendo sido obtidos resultados, com as 
moléculas direcionadas para a Família Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae Herpesviridae e 
Adenoviridae. Outros primers foram testados, mas a ausência de resultados justifica o facto 
de não terem sido mencionados. 
 
Deste modo a avaliação da diversidade dos vírus nas amostras clínicas, entretanto 
estudadas para outros grupos de organismos fora do contexto da Tese ficou limitada aos 
primers mais consensuais para as famílias de vírus de DNA analisadas e para dois agentes 
virais de RNA, considerados os mais importantes na patologia em estudo e cujo 
desenvolvimento da detecção permitiu a sua inclusão nesta actividade: hRSV, pertencente à 
Família Paramyxoviridae; e Influenza A, pertencente à Família Orthomyxoviridae. Tendo em 
conta que a avaliação da diversidade microbiana que se iria conseguir obter, não seria tão 
ampla quanto o desejável, e por esse motivo com um carácter menos inovador a esse nível, 
as detecções acima mencionadas foram aplicadas a um número mais reduzido de amostras, 
por questões de ajuste de objectivos e justificação dos investimentos a realizar. 
Consequentemente, foram testadas 50 amostras provenientes do Hospital de Santa Maria, 
sem resultados ao nível virológico, apenas bacteriano e para agentes típicos de pneumonia, 
razão pela qual não se efectuou uma comparação de resultados.  
No entanto, e apesar das reduzidas amostras, poder-se-á comparar as incidências 
obtidas com o descrito na literatura científica para outros países, dado que para Portugal 
este estudo encontra-se por fazer de um modo mais sistematizado. A este nível, pode-se 
dizer que as incidências obtidas para hRSV se encontram abaixo do que descrito no escalão 
etário dos 0 aos 10 anos, mas cujo resultado pode ser justificado pela quase inexsitência de 
amostras pediátricas de pacientes com menos de 4 anos de idade, tal como descrito no 
estudo realizado por Bourgeois et al., (2006)(51) e Antunes et al., (2010)(52). Ao nível do 
Influenza A, as incidências obtidas encontram-se acima daquilo que está descrito, facto que 
poderá dever-se a uma sub-representatividade das amostras ou a características 
epidemiológicas e geográficas das amostras em questão. Será interessante proceder a uma 
avaliação desta questão em estudos futuros. 
 
O facto de se tentar avaliar diversas variáveis em simultâneo, tais como, enzimas de 
síntese de cDNA, métodos de extracção, primers nunca testados, condições de reacção e 
protocolos, conjugadas com a existência de poucas amostras de referência, implicou que os 
testes inicialmente executados tivessem de ser selectivos para que as amostras não se 
esgotassem numa primeira experiência o que limitaria a continuidade dos estudos. Tendo os 
primeiros resultados não sido tão bons quanto o desejável, tentou-se a avaliação das 
37 
 
variáveis acima mencionadas com recurso a primers direccionados para os agentes de 
infecção respiratória inferior mais significativos. Deste modo, foram testados primers para 
hRSV, Influenza A, Metapneumovírus e hPIV, bem como um par de primers aconselhado 
pelo CDC para a detecção de Influenza A, que foi adquirido para que em determinados 
momentos da avaliação das detecções se excluisse a hipótese de inexistência de 
amplificação devido a problemas com os primers. Utilizando o par de primers acima 
mencionado estar-se-ía a trabalhar com moléculas previamente testadas com sucesso. 
 
Os resultados obtidos através dos primers desenhados pela Biopremier para os dois 
principais agentes de infecção respiratória, hRSV e Influenza A permitiram o 
desenvolvimento de um protocolo para as reacções de RT-PCR, a selecção do método de 
extracção mais adequado, da enzima de transcrição reversa a utilizar, e da avaliação das 
condições de reacção. Relativamente ao primeiro aspecto, a extracção de RNA/DNA, deve-
se realçar o facto de para além de se entrar em linha de conta com a quantidade de RNA ou 
DNA extraído, também se experimentou a qualidade do RNA extraído, conjugando aspectos 
de integridade das moléculas e presença de inibidores, avaliados pela reacções de RT-PCR 
com diluições dos extractos obtidos. Deste modo, seleccionou-se um método, que 
originalmente foi optimizado para a extracção de DNA, para a extracção conjunta de DNA e 
RNA. Deste modo, reduz-se tempo de execução, e o custo da operação. 
 
Ao nível da selecção da enzima que sintetiza o cDNA, os resultados obtidos 
determinaram a selecção da enzima MMLV da Bioline, em deterimento da Tth, apesar de 
esta à partida pela sua resistência a temperaturas elevadas ser aconselhável. No entanto, a 
enzima demostrou ser pouco eficiente nos vários ensaios realizados, razão pela qual 
possivelmente é pouco utilizada, e comercializada por apenas um reduzido número de 
fabricantes. A razão por que não se experimentaram mais enzimas tem a haver com o facto 
de uma vez seleccionada uma enzima que não a Tth, seria vantajoso do ponto de vista 
financeiro e comercial para a Biopremier, na fase de comercialização do kit em 
desenvolvimento, que esta fosse fabricada pela Bioline, não havendo desse modo 
justificação para investimentos adicionais em novas experiências. 
 
O protocolo desenvolvido para as fases de PCR e RT-PCR, através de experiências de 
comparação de diferentes condições de reacção, tiveram como objectivos principais 
facilidade de execução, tempo e fiabilidade de reacção, e custos associados. Neste sentido, 
os resultados obtidos foram importantes, dado que permitiram em comparação com o 
protocolo descrito pelo fabricante, para a utilização da enzima Bioscript™ 
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- aumentar a facilidade e tempo de execução, através da eliminação de alguns passos, o 
que diminuirá a probabilidade de ocorrência de contaminações da amostra; 
 - e o aumento da temperatura de síntese de cDNA, o que permite a aplicação de condições 
mais restringentes na reacção, aumentando teóricamente a especificidade da mesma. 
 
Os reagentes utilizados na reacção permitem um custo de reacção reduzido, face à 
maioria das alternativas existentes no mercado, conclusão retirada quer das experiências 
efectuadas nesta Tese, quer de resultados anteriormente obtidos pela Biopremier, 
nomeadamente referentes às reacções de PCR. 
 
Os resultados obtidos no desenvolvimento das fases de RT-PCR para os vírus hRSV e 
Influenza A (em relação aos Adenovírus apenas em parte) são importantes para o projecto 
em que se inserem, dado que as condições estabelecidas para estas fases serão as 
utilizadas em testes adicionais, e naqueles que na última fase do projecto, decorrerão no 
equipamento em desenvolvimento, ou seja num CD com canais microfluídicos e no qual se 
encontram imobilizadas sondas de DNA. Nesta fase, utilizando as técnicas de RT-PCR/PCR 
e hibridação com sondas, com o sinal a ser detectado por SPR, far-se-ão os testes de 
especificidade, e sensibilidade analítica e clínica. Nesta última, comparar-se-ão os kits 
existentes no mercado e as metodologias gold standard com os resultados obtidos pelo 
teste em desenvolvimento. 
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Conclusões 
 
 
Tendo em conta que a maioria da infecções respiratórias podem ter etiologia múltipla, 
como no caso das infecções respiratórias, o facto de apenas se proceder a uma única 
extração para obtenção de RNA e DNA melhora o diagnóstico em termos de tempo de 
reacção, custos e eficiência da utilização da amostra. Os resultados obtidos no estudo 
permitem este melhoramento técnico.  
 
Tendo em atenção os vírus de RNA, nos quais se incluem a maioria dos vírus 
respiratórios, os resultados obtidos na avaliação das duas enzimas em estudo, Tth DNA 
Polimerase (Promega) e BioScript™ (Bioline) permitiram selecionar a última, com a qual se 
obteve melhores resultados nas detecções realizadas. 
 
O protocolo e as condições de reacção de síntese do cDNA, desenvolvidas com a 
Bioscript™ (Bioline), permitiram incluir num único passo a adição de todos os reagentes, 
diminuindo o tempo de reacção e manuseamento das amostras, reduzindo desta forma o 
risco de contaminação. 
 
 O aumento da temperatura em que ocorre a síntese de cDNA, em relação ao  
aconselhado pelo fabricante, permite esperar taxas de especifidade mais elevadas, factor 
importante tendo em conta os primers utilizados para síntese de cDNA são os mesmos que 
os utilizados na reacção de PCR. 
 
O método in house desenvolvido para a detecção de vírus respiratórios apresentou 
melhores resultados quando comparados com o kit BioScript™ One-Step RT- PCR.  
 Após realização dos ensaios experimentais para detecção do Vírus Influenza A, pode-se 
concluir que os primers desenvolvidos na Biopremier se mostraram mais eficientes, quando 
comparados com os primers aconselhados pelo CDC. 
 
Foram desenvolvidas, para a família dos Herpesviridae, duas reacções de detecção: 
amplificação de Herpes Vírus Simplex 1 e Citomegalovírus com os primers HerpesF1/R1, e 
de Herpes Vírus Simplex 2 (possivelmente também de HHV3) com os primers HHV2-3 
F1/R1. 
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 Quanto à família Adenoviridae, o desenvolvimento de um método de detecção desta 
familia de vírus não se encontra ainda concluído, uma vez que o limite de detecção da 
reacção de PCR, de acordo com os resultados obtidos, indicia ser baixo. 
 
No presente estudo foi possível aplicar a técnica de RT-PCR para a detecção dos dois 
principais agentes de infecções respiratórias inferiores, o Vírus Sincicial Respiratório, e o 
Vírus Influenza A, com primers desenvolvidos na Biopremier, alterando o protocolo standard 
da BioScript™, permitindo efectuar a reacção de detecção em menos tempo. 
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Anexo 1 – Protocolo standard Tth DNA polimerase (Promega) 
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Anexo 2 –Protocolo standard da BioScript™(Bioline)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
